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L' invention est relative a la production^ dans un 
systeme baculovirus/cellules d'insecte, de recepteurs a sept 
domaines transmembranaires, et notamment de recepteurs 
couples aux proteines G. 
5 La super-famille des recepteurs a sept domaines 

transmembrahaires couples aux proteines G (RCPGs) , comprend 
notamment de nombreux recepteurs membranaires de 
neurotransmetteurs, de neuropeptides et d' hormones. lis ont 
tous la m§me organisation structurale, a savoir une seule 

10 chaine polypeptidique comprenant sept domaines hydrophobes 
qui traversent la double couche lipidique membranaire, 

Parroi les recepteurs couples aux proteines les 
recepteurs olfactifs (ORs) representent une tres large 
famille et constituent chez les vertebras la famille 

15 numeriquement la plus importante (ZOZULYA et al.^ Genome 
Biology, 6(2), 2001 : ht tp : / /www , qenomebioloqy . com/2 0 01/2/6/ 
research/0018.1 ; ZHANG et FIRESTEIN, Nat. Neurosci., 5(2), 
124-133, 2002) . lis sont principalement localises a la 
surface des membranes des cellules neuroreceptrices (neurones 

20 olfactifs) de 1' epithelium olfactif, mais leur expression 
dans d'autres tissus a egalement ete rapportee. Un tres grand 
nombre de genes codant pour des recepteurs olfactifs ont ete 
identifies, permettant d'evaluer a plusieurs centaines, voire 
plusieurs milliers, le nombre de types differents de 

25 recepteurs olfactifs chez un mammif^re. Depuis 1' isolement 
initial d'ADNc codant pour des ORs a partir de I'' epithelium 
olfactif de rat (BUCK et AXEL, Cell, 65 (1), 175-187, 1991), 
des gSnes codant pour des ORs putatifs ont et6 clones k 
partir de nombreuses especes de vertdbres, dont I'homme, et 

30 d' invert ebr§s, (pour revue, voir MOMBAERTS, Annual Review of 
Neuroscience, 22, 487-509, 1999). Les sequences totales ou 
partielles de ces genes sont accessibles sur les bases de 
donnees, et sont notamment regroupees dans la base ORDB 
accessible a I'adresse http://ycmi.med.yale.edu/senselab/ordb/ 

35 (SKOUFOS et al., Nucl . Acids Res., 28, 341-343, 2000). 

Les criteres, etablis d'apr^s les donnees de 
sequences disponibles, qui sont habituelleraent utilises pour 
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classer un recepteur a sept domaines transmembranaires parmi 
les r6cepteurs olfactifs sont les suivants : 

la taille de la molecule : 11 s'^agit de 
r^cepteurs de petite taille (environ 300-400 acides amines), 
5 dans lesquels les boucles intra- et extracellulaires et le 
segment terminal sont tr^s courts (environ 15 k 40 acides 
amines pour les boucles intra- et extracellulaire, et environ 
20 A 30 acides amines pour le segments N-terminal) ; 

- I'homologie des sequences en acides amines : 
10 certains motifs d' acides amines sont tres conserves entre les 
differents recepteurs olfactifs (BUCK et AXEL;. Cell, 65 (1), 
175-187, 1991 ; PILPEL et L7VNCET, Protein Science, 8 (5), 
969-977, 1999). II s'agit notamment des motifs : PMYLFLGNLS 
(SEQ ID NO : 10) au debut du domaine transmembranaire II, 
15 MAYDRYVAIC (SEQ ID NO : 11) a la fin du domaine 
transmembranaire IV et au debut de la boucle intracellulaire 
12, SY a la fin du domaine transmembranaire V, FSCSSH 
(SEQ ID NO : 12) au debut du domaine transmembranaire VI et 
PMLNPF (SEQ ID NO : 13) dans le domaine transmembranaire VII . 
20 Gen6ralement, la coexistence de ces motifs est suffisante 
pour classer une sequence de vertebr6 k sept domaines 
transmembranaires dans la famille des ORs. D'une' manifere plus 
gen6rale, la plus grande conservation entre les differents 
recepteurs olfactifs se situe au niveau des domaines 
25 transmembranaires II, VI, VII et de la boucle intracellulaire 
12. Au contraire, les domaines transmembranaires III, IV et V 
sont des regions hypervariables . 

La liaison d'une molecule odorante k un recepteur 
olfactif entraine 1' activation de proteines G qui stimulent 
30 la cascade enzymatique conduisant a la production d'AMP 
cyclique (AMPc) . L'AMPc induit a son tour I'ouverture de 
canaux ioniques sodiques et calciques, entralnant la 
depolarisation de la membrane du neurone olfactif, et 
induisant ainsi un influx nerveux qui transmet le signal au 
35 bulbe olfactif. 

Un second m6canisme de transduction olfactif a 
egalement ete propos6, faisant intervenir comme second 
messager 1' inositol triphosphate (IP3) au lieu de I'AMPc 




(BOEKHOFF et al., EMBO Journal, 9 (8), 2453-2458, 1990 ; 
SCHILD et al., Journal of Neurophysiology, 73 (2), 862-866, 
1995) . Des experimentations r6centes indiquent toutefois que. 



principalement gen6ree par la voie de I'AMPc et non par celle 
d'IPs (BELLUSCIO et al.. Neuron., 20 (1), 69-81, 1998 ; WONG 
et al., Neuron., 27 (3), 487-497, 2000 ; BRUNET et al., 
Neuron., 17 (4), 681-693, 1996). 

Les prot§ines G qui ont 6t§ identifi6es coinme 
impliqu^es dans la transduction du signal olfactif par la 
voie de I'AMPc sont Gas et Gaolf. Dans le cas de la 
transduction par la voie IP3, il a 6te rapport6 que les 
proteines Go ou Gq (FADOOL et al., Chemical Senses, 20, 489- 
498, 1995 ; SCHANDAR et ai., J. Biol. Chem. , 273, 16669- 
16677, 1998) pourraient etre impliquees. 

expression en systerae heterologue constitue 
potent iellement un outil majeur pour la caracterisation 
f onct ionnelle et la bioingenierie des recepteurs couples aux 
proteines G. 

Des recepteurs couples aux proteines G ont ete 
exprimes sous forme f onct ionnelle dans different s syst^mes 
heterologues : on citera notamment le systeme 
baculovirus/cellules d'insectes, qui a et6 utilis6 par 
exemple pour exprimer des recepteurs adrenergiques, des 
recepteurs muscariniques, des recepteurs a la serotonine, aux 
canabinoides, a I'ocytocine, a la substance P, etc- (PARKER 
et al.r J. Biol. Chem., 266 (1), 519-527, 1991 ; RICHARDSON 
et HOSEY, J. Biol. Chem., 267 (31), 11149-22255, 1992 ; 
VASUDEVAN et al., FEBS Lett., 311 (1), 7-11, 1992 ; BUTKERAIT 
et al., J. Biol. Chem., 270 (31), 18691-18699, 1995 ; NOWELL 
et al.. Biochemical Pharmacology, 55 (11), 1893-1905, 1998 ; 
GIMPL ct al., Biochemistry, 34 (42), 13794-13801, 1995 ; 
WISHIMURA et al,. Journal of Receptor & Signal Transduction 
Research, 18 (1), 51-65, 1998), ainsi que pour reconstituer 
le couplage RCPG/proteine G, par coexpression sous controle 
du promoteur de la polyedrine, d'un recepteur et d' une 
proteine G (BUTKEPxAIT et ai., J. Biol. Chem., 270 (31), 



physiologiquement. 



la 



transduction 



olf active 



serait 



18691-18699, 1995 ; BARR et al., J. Biol. Chem. , 272 (4), 
2223-2229-1997) . 

L' expression en systeine heterologue est un 
int6r§t tout particulier dans le cas des recepteurs 
olfactifs, qui sont en majority des recepteurs orphelins, 
dont les ligands ne sont pas connus, 

Quelques recepteurs olfactifs ont ainsi ete 
exprimes dans des cellules de mammif eres ou d'insectes. Dans 
le cas des cellules d'insecte, RAMING et ai. (Nature, 361 
(3410), 353-356, 1993) ont exprime le recepteur OR5 de rat 
dans des cellules Sf9 apr^s infection par un baculovirus 
recombinant, et ont observ6 des augmentations transitoires du 
second messager IP3 dans les cellules infectees en reponse a 
une stimulation par le lyral ou le lilial. Des resultats 
similaires ont §t6 rapportes par BREER et ai. (Annals of the 
New York Academy of Sciences, 855, 175-181, 1998) . 

Cependant, une limitation au developpement a; 
1' utilisation de systemes d' expression heterologues, en 
particulier dans le cas des recepteurs olfactifs, resulte 
d' un niveau d' expression relativement f aible de recepteurs 
fonctionnels k la surface cellulaire, II est suppose que ce- 
probleme resulte d'un mauvais adressage a la membrane 
plasmique quand ces recepteurs sont exprimes dans des 
cellules autres que les neurones olfactifs matures. II semble 
que des interactions intra-moleculaires au niveau de la 3^™® 
boucle intracellulaire pourraient etre a I'origine de la 
retention de ces prot6ines dans les compartiments 
intracellulaires (GIMELBRANT et al.. Journal of 
Neurochemistry, 72 (6), 2301-2311, 1999). 

Pour ameliorer 1' adressage a la membrane des 
recepteurs olfactifs dans des cellules de mammiferes, il a 
ete propose de les fusionner avec un peptide signal 
heterologue. Des banques d'ORs chimeriques, fusionnes avec le 
peptide sigrial d' un rfecepteur de la rhodopsine ou de la 
serotonine, ont et6 exprimes dans des cellules HEK293 
(KRAUTWURST et al.. Cell, 95 (7), 917-926, 1998 ; WETZEL et 
ai.. Journal of Neuroscience, 19 (17), 7426-7433, 1999). II a 
ainsi 6t6 observe que 1' exposition de ces cellules 



transf ectees . a des melanges odorants conduisait a des 
augmentations transitoires du calcium intracellulaire, et que 
cette reponse etait amplifiee quand les ORs etaient co- 
exprimes avec la proteine Gais-ie (egalement denommee Gais) / un 
sous-type de Gq universel (KRAUTWURST et al., precite) , 

II a egalement ete propose d'exprimer des 
recepteurs olfactifs dans des neurones olfactifs matures, 
af in de permettre d' une part leur adressage et leur insertion 
correcte dans la membrane plasmique, et d' autre part de 
fournir un syst^me de seconds messagers adaptes, capables de 
generer un signal suf f isairanent important pour §tre detecte 
(Brevet US 5 993 778) . 

Les Inventeurs ont maintenant mis au point un 
systeme ameliorant 1' expression de recepteurs couples aux 
proteines G, et notamraent de rfecepteurs olfactifs, dans des 
cellules d'^insectes. 

lis ont emis I'hypothese que 1' adressage a la 
membrane de ces recepteurs pouvait etre plus efficace si on 
les exprimait sous controle d'un promoteur plus faible que le 
promoteur polyedrine habituellement utilise pour 1' expression 
de genes heterologues dans un baculovirus, 

lis ont teste differents promoteurs, et ont 
constate que 1' utilisation d' un promoteur de la polyedrine 
partiellement tronque afin de diminuer son activite, 
permettait d'^ameliorer 1'' adressage des recepteurs ^ la 
membrane plasmique des cellules hote d^insecte, et d'obtenir 
ainsi 1' expression en surface de recepteurs f onctionnels . 

La presente invention a pour objet une cassette 
d' expression comprenant : 

a) un promoteur derive du promoteur de la 
polyedrine d' un baculovirus par deletion de tout ou partie de 
la region dudit promoteur s'etendant des positions -1 ci -12 
par rapport au site d' initiation de la traduction de la 
polyedrine ; 

b) une sequence codant pour un recepteur a sept 
domaines transmembranaires, plac6e sous controle 
transcriptionnel dudit promoteur. 



Avantageusement, pour obtenir le niveau 
d' expression optimal dans le cadre de la mise en ceuvre de la 
presente invention, on utilise un promoteur dans lequel la 
portion deletee comprend au moins la region s'etendant des 
positions -1 a -5 par rapport au site d' initiation de la 
traduction de la polyedrine. 

Selon un mode de realisation pref6r6 de la 
pr§sente invention, ladite cassette d' expression comprend en 
outre, en amont de la sequence b) , une sequence c) codant 
pour un peptide signal. 

A titre d' exemples non limitatif s de sequences 
codant pour des peptides signal utilisables pour la mise en 
oeuvre de la presente Invention, on citera le peptide signal 
de I'Ecdystferoide UDP Glucosyl Transferase (EGT) du 
baculovirus AcNPV, le peptide signal de la lactotransf errine 
bovine, etc. 

Ladite cassette d' expression peut egalement 
comprendre en amont ou en aval de la sequence b) codant pou?: 
le recepteur a sept domaines transmembranaires, une sequencje 
d) codant pour un peptide Etiquette facilitant la detection 
du recepteur' recombinant exprim6. A titre d' exemples non 
limitatifs de peptides etiquette utilisables pour la mise e^n 
oeuvre de la presente Invention, on citera 1' Epitope FLAG, 
1' Epitope HA, etc. 

Une cassette d' expression conforme 1' invention 
peut §tre construite pour exprimer n' importe quel recepteur ^ 
sept domaines transmembranaires. De maniere particuliferement 
avantageuse, ledit r§cepteur est un recepteur olfactif . 

La presente invention a Egalement pour objet un 
proc6de pour exprimer un recepteur a sept domaines 
transmembranaires dans une cellule d'insecte, caracterise en 
ce que I'on infecte ladite cellule d'^insecte avec un 
baculovirus recombinant comprenant une cassette d' expression 
telle que d^finie ci-dessus. Avantageusement, ladite cassette 
d' expression est inseree en remplacement du promoteur et du 
gene natifs de la polyedrine dudit baculovirus. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente invention, on exprime 6galement dans la m§me cellule 
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d'insecte, une proteine G qui peut etre marquee a son 
extremite N-terminale par un peptide etiquette, par exemple 
1' epitope HA, sans que cela gene 1' expression de la proteine 
a la surface de la cellule d'insecte ou son couplage au 
5 recepteur. 

Selon une disposition particulierement 

avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, ladite proteine G 
est exprimee sous controle du promoteur du gene PIO d'un 
baculovirus . 

10 Les Inventeurs ont en effet constate que 

1' utilisation du promoteur du g%ne PIO, dont 1'' expression est 
un peu plus precoce que celle du g^ne de la polyedrine, 
permet d' exprimer un recepteur ^ sept domaines 
transmembranaires dans une cellule contenant deja une 

15 quantite importante de proteine G, et ainsi d'optimiser le 
couplage entre ledit recepteur et ladite proteine. 

La co-expression du recepteur ^ sept domaines 
transmembranaires et de ladite proteine G peut §tre effectu6e 
en co~infectant une cellule d' insecte par deux baculovirus 

20 recombinants : I'un exprimant le recepteur dans une cassette 
d' expression conforme a 1' invention, et 1^ autre exprimant 
ladite proteine G sous controle du promoteur de la proteine 
PIO. 

Toutefois, de maniere particulierement 

25 avantageuse, on utilisera un baculovirus double-recombinant , 
comprenant : 

- une cassette d' expression conforme a 
1' invention, et 

- une sequence codant pour une proteine G placee 
30 sous controle transcriptionnel du promoteur du gene PIO qui 

peut egalement comprendre en amont, une sequence codant pour 
un peptide etiquette, par exemple 1' epitope HA. 

La pr^sente Invention a Egalement pour objet des 
vecteurs recombinants, portant au moins une cassette 
35 d' er^pression conforme a 1' invention telle que definie ci- 
dessus . 

Dans ce cadre, la presente Invention englobe en 
particulier : 
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- des plasmides de transfert, portant un insert 
cpmprenant : une cassette d' expression conforme a 
1' invention, telle que d§finie ci-dessus, et de part et 
d' autre de cette cassette, des sequences de baculovirus 
5 homologues de celles des regions flanquant le gene de la 
poly^drine chez le baculovirus dans lequel on souhaite 
insurer la cassette ; 

des baculovirus recombinants contenant une 
cassette d' expression conforme a 1' invention ; de manidre 
10 pr6f6ree, il s'agit de baculovirus double-recorabinants, 
comprenant en outre une sequence codant pour une prot6ine G, 
sous contrdle transcriptionnel du promoteur du gdne PIG. Ces 
baculovirus peuvent notamment gtre obtenus, de mani^re 
classique, par recombinaison homologue entre un plasmide de 
15 transfert conforme a 1' invention et le genome d'un 
baculovirus. Dans le cas des baculovirus double-recombinants, 
on effectue une etape supplementaire de recombinais.on 
homologue entre un plasmide de transfert comprenant une 
sequence codant pour une proteine G, flanquee de sequences de 
baculovirus homologues de celles flanquant la sequence codant 
pour la proteine PIO chez le baculovirus concern^. 

Pour la mise en oeuvre de la pr^sente invention, 
on peut utiliser les outils classiques de clonage et 
d' expression de g^nes d' interSt dans un syst^me 
25 baculovirus/cellules d'insecte, tels que ceux d^crits par 
exemple dans BACULOVIRUS EXPRESSION VECTORS : A LABORATORY 
MANUAL [O'REILLY et al.. Freeman and Cie, New York, (1994)], 
ainsi que dans un grand nombre de Brevets ou Demandes de 
Brevets, tels que, par exemple, la Demande EP 0 651 815, la 
30 Demande EP 0 638 647 ou la Demande POT WO 95/20672. 

La presente invention a egalement pour objet des 
cellules d' insectes inf ectees par un baculovirus recombinant 
conforme a 1 ' invention ; ces cellules expriment S leur 
surface des r^cepteurs k sept domaines transmembranaires 
35 fonctionnels, capables de se coupler soit k des prot^ines G 
endog^nes de baculovirus, dans le cas oix ils sont exprim^s 
seuls, soit aux prot6ines G exog^nes co-exprimees dans la 
mSme cellule. 
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Les cellules cfinsectes selon la presents 
invention peuvent etre utilisees pour 1' etude et la 
caracterisation des recepteurs a sept domaines 
transmembranaires, notamment pour verifier la f onctionnalite 
de recepteurs putatifs, identifier les ligands de recepteurs 
orphelins, ou etudier des mecanismes impliques dans 
1' activation du r§cepteur, la transduction du signal, par 
exemple 1' identification de la ou des prot6ine{s) G 
partenaire (s) du recepteur concerne, 1' etude du couplage k 
ces prot^ines, et de la fonction du complexe ainsi forme, 
etc. • 

Le signal resultant de la liaison de ces 
recepteurs avec leur(s) ligand (s) peut etre detecte par 
differentes techniques qui sont connues en elles-memes . Par 
exemple, on peut detecter des variations du calcium 
intracellulaire, notamment par imagerie calcique, ou des 
variations des seconds messagers, inositol phosphate ou AMP 
cyclique ; on peut egalement detecter la phosphorylation 
et/ou I'activite kinase des proteines impliquees dans la 
cascade de transduction, etc. . 

La presente invention a ainsi notamment pour 

objet : 

* On procfede pour identifier un recepteur a sept 
domaines transmembranaires fonctionnel, et/ou identifier la 
prot6ine G partenaire d' un recepteur a sept domaines 
transmembranaires, caract6ris6 en ce qu'il comprend les 
Stapes suivantes : 

la mise en contact d'une cellule d' insecte 
conforme a 1' invention exprimant un recepteur ou une 
combinaison recepteur /prot§ine G a tester avec un melange de 
ligands potentiels dudit recepteur ; 

- la detection du signal resultant de la liaison 
dudit recepteur avec I'un des ligands presents dans ledit 
melange . 

Un precede pour identifier un ligand d'un 
recepteur a sept domaines transmembranaires, caracteris6 en 
ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 
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- la mise en contact de chaque ligand ^ tester 
avec una cellule d'insecte conforme a 1' invention, exprimant 
un recepteur a sept domaines transmembranaires fonctionnel, 
et une proteins G partenaire dudit recepteur ; 
5 - 1' identification du ou des ligands recherches, 

par detection du signal resultant de leur liaison avec ledit 
recepteur. 

* Un procede pour identifier un recepteur a sept 
domaines transmembranaires r^pondant A un ligand d'int6r§t^ 

10 caracteris6 en ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

la mise en contact dudit ligand avec une 
cellule d'insecte conforme a 1' invention exprimant un 
recepteur ^ sept domaines transmembranaires a tester et une 
proteine G partenaire dudit recepteur ; 

15 - 1' identification du ou des r6cepteurs 

recherches, par detection du signal resultant de leur liaison 
avec ledit ligand d'int^ret. 

Dans ce cadre, on peut notamment utiliser des 
cellules d'insecte conformes a 1' invention pour exprimer des 

20 recepteur s a sept domaines transmembranaires mutants^ et 
cribler le ou les mutants reconnaissant un ligand d'^interet, ■ 
De maniere particulierement avantageuse, les 
cellules d' insectes selon la presente invention sont 
utilisees coirane d^crit ci-dessus, pour 1' etude et la 

25 caracterisation de recepteurs olfactifs. 

Les ligands des recepteurs olfactifs peuvent etre 
des molecules odorantes, des prot6ines de transport des 
odorants (OBP pour : « olfactory binding proteins ») , des 
complexes molecule odorante/OBP, ou des molecules 

30 synth^tiques telles que les cyclodextrines utilisees en 
parfumerie (savons, bougies, papier s, etc) comme fixateurs 
d' odorants relachant trds progressivement I'^odorant volatile. 

Ainsi, on peut utiliser des cellules d' insecte 
conformes S 1' invention pour 6tudier la f onctionnalite de 

35 recepteurs olfactifs putatifs, et/ou de differentes 
combinaisons recepteur/proteine G, notamment en testant leur 
reponse a des melanges de molecules odorantes, des melanges 
d'OBPs, des melanges de complexes molecule odorante/OBP, ou 



des melanges de molecules synth6tiques telles que d6finies 
ci-dessus . 

Lorsqu'un recepteur fonctionnel a ete identifier 
on peut utiliser des cellules d' insecte conformes a 
1' invention exprimant ledit recepteur et une proteine G 
partenaire dudit recepteur pour identifier le ou les ligands 
du recepteur concerne, en testant separement la reponse de ce 
recepteur a differentes molecules odorantes ou complexes 
molecule odorante/OBP, On peut egalement utiliser des 
cellules d'insectes conformes a 1' invention exprimant des 
recepteurs olfactifs fonctionnels et des proteines G 
partenaires desdits recepteurs pour identifier ceux qui 
repondent a un ligand d'interet, en testant s6par6ment la 
reponse de chacun de ces recepteurs ^ differentes molecules 
odorantes ou complexes molecule odorante/OBP. 

Des cellules d' insecte conformes a 1' invention 
exprimant un recepteur olfactif fonctionnel dont le ligand a 
et6 identifie peuvent avantageusement §tre utilis6es pour 
I'obtention de biocapteurs^ permettant la detection de 
molecules odorantes, notamment pour 1' analyse et le controle 
qualite de composants volatils, au nombre desquels figurent 
des produits aromatiques d'interet, et/ou pour la detection 
de produits risquant d'affecter les qualit^s organoleptiques , 
ou pour la detection de produits potentiellement nocifs. 

Par exemple, la presente invention peut etre mise 
en ceuvre pour : 

exprimer et purifier des recepteurs olfactifs 
orphelins chez differentes especes (par exemple 
homme, aniraaux domestiques, etc.); 

produire des anticorps specifiques de ces recepteurs 
utilisables dans le typage immunocytochimique de 
neuroepithelium pr61eve en clinique, par exemple dans 
le cas d' une greffe de cellules engainantes dans la 
moelle epiniere 16see; 

cribler des molecules odorantes ou des OBPs 
(naturelles ou recombinant es) pour une utilisation 
pharmacologique; 
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cribler des recepteurs olfactifs mutants fonctionnels 
ou des OBPs mutees ^ I'aide de molecules odorantes 
d' interet, par exemple des arSmes alimentaires, des 
fumets, des parfums, etc. 

La presente Invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere ^ des exemples non-limitatif s d' expression^ 
conformement ^ 1' invention, de recepteurs olfactifs 
fonctionnels dans des cellules d'insecte. 

EXEMPIiE 1 : OBTENTION DE BACULOVIRUS RECOMBINANTS EXPRIMANT 
DES RECEPTEURS OLFACTIFS HXJMAINS SOUS CONTROLE D'UN PROMOTEUR 
DE LA POLYEDRINE MODIFIE. 

Construcblon des vecteurs de fcransfert. 

Vecteur pGmAc 217 : 

Ce vecteur contient un insert ^ obtenu a partir du 
fragment EcoRI I de 7 kb environ du baculovirus AcMNPV^: 
comprenant la region de la poly§drine, par d616tion du 
fragment -8 +502 (par . rapport au site d' initiation de la 
traduction de la polyedrine) et remplacement de la portion 
d§letee par un lieur Bglll. L' insert ainsi obtenu comprend 
done un promoteur polh de la polyedrine delete de 8 pb 
(positions -1 a -8) . 

Insert:±on d'un pept:ide signal et. d'une seqpience de marquage : 

Un oligonucleotide est ins6r6 dans le vecteur 
pGmAc 217, imraediatement en aval du promoteur polh modifie. 
La sequence de cet oligonucleotide est la suivante : 
5' - AT6 ACT ATT CTC TGC TGG CTT GCA CTG CTG TCT ACG CTT ACT 
GCT GTT AAC GCG GAC TAC AAG GAC GAT GAT GAC AAA GCC ATG GCT 
GCT CGG TAC CCT GCA CGA GCT C-3' 
(SEQ ID NO : 1) 

Cet oligonucleotide comprend une s6quence de 
54 pb (soulign6e) codant pour le peptide signal de 
1' Ecdysteroide UDP Glucosyl Transferase (EGT) du baculovirus 
AcNPV (GenBank M22619) , suivie par la sequence codant pour 
1' epitope FLAG (en italiques) , elle-mdme suivie de deiix sites 
de restriction uniques Ncol et Kpnl (en gras) . 
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Genes codant: pour les receptzeurs olfactif s 

Les genes sans introns codant pour les recepteurs 
olfactifs putatifs OR-209 et OR~210 partir du chromosome 
humain 17 (pl3.3) sont amplifies par PGR en utilisant le 
cosmide No. ICRF105cF06137 (GenBank N°HSU53583) . 

Les amorces oligonucleotidiques sens (S) et 
antisens (AS) suivantes sont utilisees : 
OR-209 Ncol S : 

5'-TAA GAA GCT TGC CAC CAT GGA GGG GAA AAA TCT G-3' 
(SEQ ID NO: 2) ; 
OR~209 Kpnl AS : 

5'-TAA CGG TAG CGC GGC CGC CTA AGG GGA ATG AAT TTT CCG-3' 
(SEQ ID NO: 3) ; 
OR-210 Ncol S : 

5'-CAA TAA GCT TCC ATG GCT ATG TAT TTG TGT CTC AGC AAC-3' 
(SEQ ID NO : 4) ; 
OR-210 Kpnl AS : 

5' -TAA CGG TAC CGC GGC CGC TTA AGC CAC TGA TTT AGA GTG-3' 
(SEQ ID NO: 5) . 

Les amplifications sont effectuees dans le 
melange reactionnel suivant : 

10 ng de la preparation d'ADN du cosmide, 10 mM 
de Tris~HCl (pH 8,3), 50 mM de KCl, 2,5 mM de MgCli, 0,001% 
de gelatine, 0,2 mM de dNTP, 1,5 U de melange de polymerases 
EXPAND^^ (ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS ) et 100 pmol de 
chacune des amorces ; 

et selon le programme suivant : 94 ""C (90 sec, 
1 cycle), 94^*0 (20 sec), 50°C (25 sec) et 72°C (90 sec) 
(40 cycles) ; 72**C (120 sec, 1 cycle). 

Les deux produits de PCR sont digeres avec 
Ncol /Kpnl et les fragments resultant sont sous-clones entre 
les sites Ncol et Kpnl du vecteur pGmAc 217 contenant le 
peptide signal. 

Les vecteurs de transfert obtenus, denomm^s pGmAc 
217-209 et pGmAc 217-210 contiennent respect ivement la 
sequence codant pour le recepteur OR-209 et la sequence 
codant pour le recepteur OR-210 • 
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Construction des baculovirus recombinantis 

Les virus recombinants sont obtenus par co- 
transfection de cellules Sf9 avec I'ADN du baculovirus 
sauvage AcMNPV, et I'ADN du vecteur de transfert pGmAc 217- 
209 ou pGmAc 217-210. 

Les cellules Sf9 de Spodoptera frugiperda 
(ATCCCRL 1711) sont cultiv^es en flacon plastique de 25 ou 
75 cm^ et maintenues ^ 28 "C dans un milieu TClOO (GIBCO-BRL) 
contenant 5% de s6rum bovin foetal (GIBCO-BRL) . Des sous- 
cultures sont ef features deux fois par semaine. 

L'ADN de baculovirus de type sauvage AcMNPV est 
pr6par6 i partir de particules virales. 

La co-transfection est effectu6e par lipofection, 
en incubant 2 x 10« cellules avec 3 ml de milieu sans s6rum 
15 contenant 500 ng d'ADN de" baculovirus et 10 fxg de vecteur de 
transfert, melanges avec 40 yil de DOTAP (ROCHE, France) . 
Apres 4 heures d' incubation a 28 *C, le melange de 
transfection est 61imin6 et remplac§ par 5 ml de milieu 
supplements de serum. Les baculovirus recombinants sont 
20 r6cuper6s ^ partir du surnageant des cellules transfect^es 
apr^s 5 jours d' incubation a 28 °C. 

Les baculovirus recombinants sont isol6s par 
trois stapes de purification par plage de lyse et 
s61ectionn§s sur la base d'un ph^notype ob- (absence de corps 
25 d' inclusion) , puis multiplies par des infections cellulaires 
successives. Les baculovirus recombinants d6nomm6s ci-apres 
ACMNPV209 et ACMNPV210 contiennent respectivement la sequence 
codant pour le r^cepteur OR-209 et la sequence codant pour le 
recepteur OR-210. 

L®s baculovirus recombinants sont stock6s ^ 4'*C 
jusqu'i leur utilisation. 

La Figure 1 A repr6sente • un schema general des 
differentes etapes de construction d'un baculovirus 
recombinant comprenant une sequence codant pour un recepteur 
35 OR, associe au peptide signal du g^ne EGT et a la sequence de 
marquage de 1' Epitope FLAG. Les baculovirus AcMNPV209 et 
AcMNPv210 sont representes sur la Figure 1 C. 
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Legende de la Figure 1 : 

■ Polyedrine 

W Promoteur polyedrine 

□ PIO 

A Promoteur PIO 
Si Recepteur olfactif 
H Peptide signal EGT 
^ Epitope FLAG 

□ Epitope HA 
m Protfeine G 

EXEMPIiE 2 : OBTENTION D'UN BACXILOVIRUS DOUBLE -RECOMBINANT 
EXPRIMANT UN RECEPTEUR OLFACTIF HUMAIN SOUS CONTROLE D'UN 
PROMOTEUR DE LA POLYEDRINE MODIFIE, ET UNE PROTEINE G SOUS 
CONTROLE DU PROMOTEUR PIO. 

Construc-bion des vecteurs de transfert. 

Vecteur hd'te : 

On utilise le vecteur pll9 (LEMEULLE et al.,. FEES 
Lett,, 423, 159-166, 1998) contenant les sites de clonage 
unique Bglll et Hindlll localis6s en aval du promoteur plO du 
baculovirus . 

Genes codani: pour des protelnes G 

Proteine Ggis 

L'ADNc codant pour la proteine Gaie a et6 obtenu ^ 
partir d'une banque d'ADNc de la lignee promyelocytique de la 
leucemie humaine HL60 (CLONTECH, France) . La sequence de 
marquage par 1' Epitope HA est introduite par PGR. 

Les oligonucleotides sens (S) et anti-sens (AS) 
qui ont 6te utilises sont les suivants : 
Gaio Eglll HA S : 

5'-TTA CGA TAT CAG ATC TGC CAC CAT GTA CCC CTA CGA CGT CCC 
TGA CTA CGC CAT GGC CCG CTC GCT GAC C~3' 
(SEQ ID NO: 6) ; 
G«i6 Hindlll AS : 

5' -CTA TAA GCT TTC ACA GCA GGT TGA TCT CGT CCA G-3' 
(SEQ ID NO: 7) , 
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L' amplification est effectuee dans le melange 
reactionnel suivant : 

10 ng de preparation d'ADNc, 10 mM de Tris-HCl 
(pH 8,3), 50 mM de KCl, 2,5 mM de MgClg, 0,001% de gelatine, 
5 0,2 mM de dNTP, 1,5 U de melange de polymerases EXPAND™ 
(ROCHE MOLECULAR BIOCHEMICALS) et 100 pmol de chacune des 
amorces ; 

et selon le programme suivant : 94**C (60 sec, 
1 cycle), 94*^0 (45 sec), 58^*0 (45 sec) et 72*^0 (90 sec) 
10 (35 cycles) ; 72*^0 (120 sec, 1 cycle) . 

Proteine Ggpif 

L'ADNc codant pour la proteine Gaoif a clon6 
par RT-PCR a partir d'une preparation d'ARN total de cerveau 
entier fournie par le Dr. Gilles TOUMANIANTZ (IPMC, Nice, 

15 France) . Les ARNm sont obtenus en incubant (5 mn a 70**C et 
5 mn ^ 4^*0 4 \xg d'ARN total avec 1 |J.g d' amorce 
oligonucleotidique dT (INVITROGEN) dans un volume final de 
15 p,l. 10 \il de la preparation d'ARNm sont alors utilises 
comme echantillon pour la transcription inverse en ADNc en 

20 utilisant le kit « cDNA cycle » d' INVITROGEN (Pays Bas) . La 
retro-transcription est realisee a 42 °C pendant 70 mn et la 
reaction est inactivee a 94 ^'C pendant 5 mn, L'ADNc synthetise 
est utilise comme matrice pour les amplifications PGR 
ulterieures . 

25 La sequence de marquage par 1' epitope HA est 

introduite par PGR. 

Les oligonucleotides sens (S) et anti-sens (AS) 
utilises pour cette PGR sont les suivants : 
Gaoif Bglll HA S : 
30 5'-TTA CGA TAT CAG ATC TGC CAC CAT GTA CCC CTA CGA CGT CCC 
TGA CTA CGC CAT GGG GTG TTT GGG CAA C-3' 
(SEQ ID NO : 8) ; 
Gotoif Hindi II AS : 

5' -CTA TAA GOT TTC ACA AGA GTT CGT ACT GCT TGA G-3' 
35 (SEQ ID NO : 9) . 

Les conditions d' amplification PGR sont 
identiques a celles utilisees pour Gais- 
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Les deux produits de PCR sont digeres avec 
Bglll/Hindlll et les fragments resultant sont sous-clones 
entre les sites Bglll et Hindlll du vecteur pll9. 

Les vecteurs de transfert obtenus, denommes pll9- 
5 HA-Gai6 et pll9-HA~Goif pGmAc 217-209 contiennent 
respectivement la sequence codant pour HA-Gais/ et la 
sequence codant pour HA-Goif. 
Construction des baculovirus recombinants 

Baculovirus recombinants exprimant la proteine Gais ou la 
10 proteine Gaoif sous controle du promo teur du gene PIO • 

Des cellules Sf9 de Spodoptera fruglperda 
cultivees comme decrit a I'exemple 1 ci~dessus, sont co- 
transfectees avec I'^ADN du baculovirus AcSLPlO^ et I'un des 
vecteurs pll9-HA-Gi6 ou pll9~HA-Goif . 

15 Le baculovirus AcSLPlO (CHAABIHI et tal., J. 

Virol., 67, 2664-2671, 1993} est un baculovirus modifie qui 
possdde un seul promoteur tardif fort (PIO) , qui controle 
1' expression de la sequence codant la polyedrine. 

La co-transfection est effectuee par lipofection, 

20 comme decrit a I'exemple 1 ci-dessus* Les baculovirus 
recombinants obtenus, denommes AcSLPlOGie et AcSLPlOGoif 
expriment respectivement pll9-HA-Gi6 ou pll9-HA-Goif / sous 
contrdle du promoteur plO. Ces baculovirus sont multiplies 
comme d6crit a l''exemple 1 ci-dessus. 

25 Baculovirus double-recozubinan'ts . 

Les cellules Sf9 de Spodoptera frugiperda sont 
co-transfectees avec I'ADN du baculovirus AcSLPlO, et I'un 
des vecteurs pll9-HA-Gi6 ou pll9-HA-Goif / et le vecteur de 
transfert pGmAcISO (DEVAUCHELLE et CERUTTI, Les Baculovirus 

30 d'Insectes : Vecteurs d' expression de genes etrangers. Regard 
sur la Biochimie, n°5, C2, 1991) qui contient la sequence 
codant pour la polyedrine sous controle de son propre 
promoteur- Les baculovirus recombinants exprimant les 
proteines G et la polyedrine, sont selectionnes sur la base 

35 de leur phenotype ob+ (presence de corps d' inclusion) , et 
multiplies. Les baculovirus recombinants obtenus, exprimant 
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respectiveraent pll9-HA-Gi6 ou pll9-HA-Goif, sous controle du 

proitioteur plO, sont denommes AcSLPlOGisPh et AcSLPlOGoifPh . 

L'ADN de chacun des baculovirus AcSLPlOGisPh ou 

AcSLPlOGoifPh est utilise pour co-transf ecter des cellules Sf9 

5 avec I'ADN du baculovirus pGmAc 217-209 ou du baculovirus 

pGmAc 217-210. Les baculovirus double-recombinants obtenus 

sont select ionnes sur la base d'un phenotype viral ob-. Ces 

baculovirus double-recombinants sont d6nonim6s comme AcGxe- 

209 ; AcGoif-210 ; AcGi6-209 ; AcGoif-210. 
j_0 La Figure 1 B repr^sente un schema g6n6ral des 

diff6rentes 6tapes de construction d'un baculovirus double 
recombinant comprenant une sequence codant pour une prot^ine 
G associ^e k la sequence de marquage de 1' Epitope HA sous 
contrSle du promoteur PlO, et une sequence codant pour un 
15 r^cepteur OR, associ6 au peptide signal du g^ne EGT et h la 
sequence de marquage de 1' epitope FLAG, sous contr61e du 
promoteur modifi6 du g^ne polyedrine. Les baculovirus AcGie- 
209 , AcGoif-210, AcGi6-209 et AcGoif-210 sont representes su-r 
la Figure 1 C. 

20 EXEMPI^: 3 : EXPRESSION DE RECEPTEURS OLFACTIFS ET DE 
PROTEiailES 6 DANS LES CELLULES D'INSECTE. 

Les cellules Sf9 sont recoltfees 36-48 heures 
apres infection. La production des r6cepteurs olfactifs ou de 
prot^ines G recombinantes est 6valu6e par transfert 
25 immuno^lectrophor^tique, en utilisant les anticorps dirig^s 
centre leur fetiquette 6pitopique FLAG ou HA, 

Les cellules infectees par les baculovirus 
ACMNPV209 et ACMNPV210 expriment des proteines reconnues par 
1' anticorps anti-FLAG, et de poids mol6culaire correspondant 

30 a celui des ORs . 

Les cellules infectees par les baculovirus 
AcSLPlOGie et AcSLPlOGoic expriment des proteines reconnues 
par 1' anticorps anti-HA, et de poids mol6culaire 
correspondant a celui des proteines G. 
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Les cellules infect^es par les baculovirus 
double-recombinants AcGi6-209 , AcGoxf-210, AcGi6-209 et AcGoif- 
210 expriment les 2 types de proteines. 

La localisation cellulaire des ORs et ' des 
5 proteines G a ete 6tudiee par immunofluorescence 36 heures 
apres 1' infection. Les ORs sont detectes par ' un anticorps 
primaire anti-FLAG et un anticorps secondaire marqu6 au FITC. 
Les proteines G sont detect^es par un anticorps anti-HA 
marqu6 a la rhodamine, 

^° I-es cellules marquees sont observ6es en 

microscopie confocale. Dans les cellules infect ees par les 
baculovirus AcMNPV209 et AcMNPV210, on observe une 
localisation du marquage 4 la surface cellulaire, et une 
repartition ponctuelle typique des r6cepteurs membranaires . 
Dans les cellules infect6es par les baculovirus AcSLPlQGig et 
AcSLPlOGoif on observe une localisation cyt op la ami que sous- 
membranaire du marquage. Dans les cellules infect6es par les 
baculovirus double-recombinants AcGi6-209 . AcGoif-210, AcGig- 
209 et AcGoif-210, on observe une co-localisation du r^cepteur 
avec chaque protfeine G co-exprim^e. Aucune difference majeure 
entre OR17-209 et OR17-210 n'est observ6e en ce qui concerns 
une liaison pref erentielle avec Goif ou Gie. II apparait done 
que ces deux recepteurs sont capables de se coupler aux deux 
proteines G dans les cellules d'insecte. 

25 EXEMPLE 3 : FONCTIONNALITE DES RECEPTEURS EXPRIMES DANS LES 
CELLULES D' INSECTE . 

Dans une premiere serie d' experimentations, la 
possibilite de mesurer la r^ponse calcium dans les cellules 
Sf9 en utilisant la- technique de I'imagerie calcique a 6t6 
30 testae. 

Le protocole utilise pour les essais est le 

suivant : 

Les cellules Sf9 sont cultivees sur des plaques 
de 24 puits contenant des lamelles couvre-objet de 12 mm. 
Avant les experimentations, le milieu de culture est elimine 
et lave par un tampon contenant 10 mM de NaCl, 60 mM de KCl, 
25 mM de MgCl^, 1,8 mM de CaCl„ 4 mM de D-glucose, 110 mM de 
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sucrose et 10 mM d' acide 2- (N-morpholino) ethanesulf onique ; 
le pH est a juste a 6,2 a temperature- ambiante avec la base 
TRIZMA. 

Les cellules sont incubees pendant 1 heure ^ 
5 temperature ambiante dans le noir avec une solution de MBS 
contenant du fura 2-AM (4 ^iM) (sonde moleculaire) . Les 
cellules sont ensuite lavees avec un exc^s de MBS sans fura 
2--AM et mont^es dans une chambre COVERWELL (POLYLABO, France) 
(diam^tre : 9 mm ; epaisseur : 2,5 mm ; section : 22,5). 

La chambre est plac6e sous le microscope, et les 
cellules sont perfusees sous gravity avec 0,85 ml/mn 
(3,78 cm/mn) a temperature ambiante (23^*0 , 

Les mesures de fluorescence fura-2 sont r6alisees 
en utilisant un systeme d' illumination de longueur d'onde 
15 multi-voies POLYCHROME II T.I.L.L PHOTONICS GmbH, (PLANEGG) 
pour 1' extinction. Le microscope (OLYMPUS) est equipe avec un 
objectif de distance longue portee (X20) . Les distributions 
spatio-temporelles de Ca^*" sont etudiees en utilisant une 
camera interligne PCO. La longueur d' onde d' excitation du 
20 colorant varie alternativement entre 340 et 380 nm et est 
adaptee au temps d' exposition de la camera (20-40 msec ; 
binning : 2). L' acquisition et le calcul des images de 
fluorescence sont realises en utilisant le logiciel T.I.L.L- 
VISION. Tous les signaux sont rapportes au bruit de fond. Les 
25 rapports de fluorescence (f34o/f38o) sont calcules pour les 
variations de Ca^* intracellulaires . 

L'effet des produits suivants sur la variation du 
Ca^* intracellulaire a et6 teste : 

I'ionophore 4-bromo-A23187 , utilise a une 
30 concentration de 5 \xM ; 

- I'' octopamine, utilisee a une concentration de 
50 ^iM, comme controle de la capacite des cellules Sf9 a 
augmenter la concentration en calcium intracellulaire en 
reponse ^ 1' activation du r^cepteur S I'octopamine qui est un 

35 recepteur couple aux prot6ines G/IP3 naturellement present 

dans les cellules Sf9 ; 

- le melange HENKEL 100 (HENKEL) , qui est un 
melange de 100 composes d'ardme differents a la meme 



concentration (1% p/p) - Cette solution est diluee au 1/10000 
dans le milieu de culture avant utilisation . 

Tous les produits sont ajoutes dans la perfusion 
au moyen d' un distributeur manuel. 

Les resultats obtenus sur les cellules Sf9 non- 
infectees sont illustres par la Figure 2. Les signaux Ca^* 
r§sultent de la moyenne effectuee sur toutes les cellules 
dans le champ de la camera (signal gris) et de la moyenne 
pour les cellules r6pondantes (signal noir) (n=4) • On observe 
que 1' ionophore 4-bromo A23187 induit une forte augmentation 
du calcium intracellulaire (graphique du haut) . En revanche 
le melange odorant HENKEL 100 (graphique du bas. A) ne 
produit pas de changement du calcium intracellulaire, alors 
que I'octopamine (graphique du bas, B) induit une 
augmentation du calcium intracellulaire. Ces resultats 
montrent que les cellules Sf9 ne possedent pas de recepteurs 
olfactifs endogenes dont I'activite pourrait interferer avec 
celle de recepteurs recombinants exprim^s dans ces cellules. 

Dans une seconde serie d' experimentation, la 
capacite des recepteurs OR17-209 et OR17-210 humains, seuls 
ou co-exprimes avec les proteines G, a repondre aux molecules 
odorantes a ete testae. 

Les cellules Sf9 sont infectees avec les 
baculovirus AcMNPV, AcMNPV209, AcMNPV210, AcGi6-209, AcGie- 
210, AcGoif-209, ou AcGoif-210, et 36 heures apres 1' infection 
les reponses cellulaires au melange HENKEL 100 (10 ^iM) ou a 
I'octopamine (50 ^M) sont enregistr^es par imagerie calcique, 
comme d6crit ci-dessus pour les cellules non-infectees . 

Les resultats sont illustres par la Figure 3* Les 
signaux Ca^* r6sultent de la moyenne a partir des cellules 
repondantes a 1' int^rieur du champ de la camera [r^cepteur 
OR17-209 (n=12) /OR17-210 (n=6) /OR17-210-Gi6 (n=10) /OR 17-209- 
Gi6 (n=15) /OR17-209-Goif (n=6) /OR17-210-Goif (n=4)l. 

A : stimulation par le melange HENKEL 100 ; 
B : stimulation par I'octopamine, 

Ces resultats montrent que le melange odorant 
HENKEL 100 induit un signal [Ca-^]i transitoire pour les deux 
recepteurs OR17-209 et OR17-210 exprimes seuls ou co-exprim6s 
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avec la proteine Gie- En revanche, on n' observe aucune 
augmentation du calciiim intracellulaire dans le cas des 
recepteurs exprimes avec la proteine Goif. Dans toutes ces 
cellules 1' octopamine induit une augmentation du calcium 
5 intracellulaire . 

Alors que la co-expression des ORs dans les 
cellules Sf9 avec la proteine Gaie conserve la r6ponse 
calcium, leur co-expression avec les proteines Goif entralne 
une disparition de cette reponse, Ceci d^montre que dans les 
10 cellules d'insecte, la reponse aux molecules odorantes est 
basee sur la liberation de Ca^"*" due au couplage des 
recepteurs olfactifs aux proteines G endogfenes. 

Les r^sultats ci-dessus montrent clairement que 
les recepteurs olfactifs OR17-209 et OR17-210 humains peuvent 
15 §tre f onctionnellement exprimes dans des cellules Sf9, seuls 
ou avec la proteine Gaie* 

Quand les recepteurs olfactifs sont exprimes avec 
la proteine Gaoif aucun changement de [Ca^"*"]! n' est observe ;a 
la suite de 1*" application de molecules odorantes. Cela 
20 pourrait etre explique par le fait que 1' expression de Gaoif 
dans les cellules Sf9 detourne la cascade de signalisatipn 
vers une voie qui devient indfetectable par 1' imager ie 
calcique. Dans les neurones olfactifs, il est connu que la 
liaison des molecules odorantes aux recepteurs olfactifs 
25 provoque via la proteine Goif, la production d'^AMPc qui ouvre 
directement des canaux calciques contr616s par les 
nucleotides cycliques (CNG) dans la membrane plasmique. Ce 
type de canal est probablement absent des cellules d' insecte 
Sf9, ce qui mfene ^ 1' impossibility de detecter une reponse 
30 calcium quand les recepteurs olfactifs sont co-exprimes avec 
la proteine Gaoif dans ces cellules Sf9. Ces resultats 
montrent egalement que les recepteurs olfactifs co-exprimes 
avec la proteine Gaoif se couplent de preference a celle-ci 
plutot qu'aux proteines G endogenes. 
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REVENDICATIONS 

1) Cassette d' expression comprenant : 

a) un promoteur derive du promoteur de la 
polyedrine d'un baculovirus par deletion de tout ou partie de 

5 la region dudit promoteur s'6tendant des positions -1 a -12 
par rapport au site d' initiation de la traduction de la 
polyedrine ; 

b) une sequence codant pour un recepteur a sept 
domaines transmembranaires, placee sous controle 

10 transcriptionnel dudit promoteur. 

2) Cassette d' expression selon la revendication 
1, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre, en amont de 
la sequence b) une sequence codant pour un peptide signal. 

3) Cassette d' expression selon une quelconque des 
15 revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que ledit recepteur 

a sept domaines transmembranaires est un recepteur olfactif . 

4) Precede pour exprimer un recepteur a sept 
domaines transmembranaires dans une cellule d'insecte, 
caracterise en ce que I'on infecte ladite cellule d' insecte 

20 avec un baculovirus recombinant comprenant une cassette 
d' expression selon une quelconque des revendications 1 a 3, 

5) Proced6 selon la revendication 4, caracterise 
en ce que I'on exprime egalement dans la meme cellule 
d'insecte, une proteine G. 

25 6) Procede selon la revendication 5, caracterise 

en ce que ladite prot6ine G est exprim§e sous controle du 
promoteur du gene PIO d'un baculovirus, 

7) Precede selon la revendication 6, caracterise 
en ce que I'on utilise un baculovirus double-recombinant, 

30 comprenant : 

- une cassette d'' expression selon une quelconque 
des revendications 1 a 3 ; et 

- une sequence codant pour une proteine G placee 
sous controle transcriptionnel du promoteur du g^ne PIO dudit 

35 baculovirus. 
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8) Baculovirus recombinant comprenant une 
cassette d' expression selon une quelconque des revendications 
1 a 3. 

9) Baculovirus recombinant selon la revendication 
8, caracterise en ce que ladite cassette d' expression est 
ins6r6e en remplacement du promoteur et du gfene de la 
polyedrine dudit baculovirus. 

10) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 9, caracteris6 en ce que ledit baculovirus 
comprend en outre une sequence codant pour une prot6ine G 
plac§e sous contrdle transcriptionnel du promoteur du g^ne 
PIO. 

11) Cellule d' insecte infect§e par un baculovirus 
recombinant selon une quelconque des revendications 8 a 10, 

12) Utilisation d' une cellule d' insecte selon la 
revendication 11, pour determiner la f onctionnalite d'un 
recepteur a sept domaines transmembranaires putatif. 

13) Utilisation d'une cellule d' insecte selon la 
revendication 11 pour identifier le(s) ligand{s) d'un 
recepteur a sept domaines transmembranaires orphelin. 

14) Utilisation d' une cellule d' insecte selon la 
revendication 11 pour identifier un (des) recepteur (s) a sept 
domaines transmembranaires capables de se lier ^ un ligand 
d' int6r@t. 

15) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 12 a 14, caracteris6e en ce que ledit 
r§cepteur a sept domaines transmembranaires est un recepteur 
olf actif • 
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644S68.ST25 
SEQUENCE LISTING 



<110> CNRS 

UNIVERSITE DE MONTPELLIER II 
INRA 



<120> EXPRESSION DE RECEPTEURS A 7 DOMAINES TRANSMEMBR^NAIRES EN SYSTEME 
BACULOVIRUS/CELLULES D'INSECTES 



<130> MJPbv644/68 
<160> 13 

<170> PatentIn version 3.1 

<210> 1 

<211> 109 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence arti f i ci el 1 e : sequence codant pour la 
fusion EGT-epitope FLAG 

<400> 1 

atgactattc tctgctggct tgcactgctg tctacgctta ctgctgttaa cgcggactac 60 
aaggacgatg atgacaaagc catggctgct cggtaccctg cacgagctc 109 

<210> 2 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PCR 
<400> 2 

taagaagctt gccaccatgg aggggaaaaa tctg 34 
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<210> 3 
<211> 39 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PGR 
<400> 3 

taacggtacc gcggccgcct aaggggaatg aattttccg 

<210> 4 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PGR 

<400> 4 

caataagctt ccatggctat gtatttgtgt ctcagcaac 

<210> 5 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce pgr 

<400> 5 

taacggtacc gcggccgctt aagccactga tttagagtg 

<210> 6 

<211> 70 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PGR 
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<400> 6 

ttacgatatc agatctgcca ccatgtaccc 
ctcgctgacc 



644s68.ST25 
ctacgacgtc cctgactacg ccatggcccg 



<210> 7 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PGR 
<400> 7 

ctataagctt tcacagcagg ttgatctcgt ccag 

<210> 8 
<211> 70 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PGR 
<400> 8 

ttacgatatc agatctgcca ccatgtaccc ctacgacgtc cctgactacg ccatggggtg 
tttgggcaac 

<210> 9 

<211> 34 

<212> DMA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce PGR 

<400> 9 

ctataagctt tcacaagagt tcgtactgct tgag 

<210> 10 
<211> 10 
<212> PRT 
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<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: motif conserve au debut 
du domaine transmembranaire II des recepteurs olfactifs 

<400> 10 

Pro Met Tyr Leu Phe Leu Gly Asn Leu ser 
15 10 

<210> 11 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: motif conserve a la fin 
du domaine transmembranaire IV et au debut de la boucle mtracel i 
ulaire i2 des recepteurs olfactifs 

<400> 11 

Met Ala Tyr Asp Arg Tyr val Ala lie Cys 
15 10 

<210> 12 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: motif conserve au debut 
du domaine transmembranaire vi des recepteurs olfactifs 

<400> 12 

Phe Ser cys Ser ser His 
1 5 

<210> 13 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 



<223> Description de la sequence artificielle: motif conserve dans 1e d 
omaine transmembranai re Vll des recepteurs olfactifs 

<400> 13 

Pro Met Leu Asn pro Phe 
1 5 
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